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La saltuaria presenza di peonina nelle bucce di uve europee — 
messa da noi in evidenza in precedenti ricerche — può dar luogo, in 
considerazione anche della sua difficoltosa separazione dalla malvina, 
a errate interpretazioni delle macchie malvin-simili talvolta segnalate 
presenti nei cromatogrammi di vini e di viti europee. 

Nelle stesse nostre ricerche è stata notata la costante presenza 
nelle uve euro-americane, di un pigmento di natura ignota, fluorescente 
alla luce ultravioletta, accompagnante la malvina e la peonina e da 
queste assai difficilmente separabile con chiarezza sui cromatogrammi 
di carta. 

La fluorescenza del pigmento e il suo Rf quasi sempre molto vicino 
a quello della malvina e della peonina complicano maggiormente le 
interpretazioni dei cromatogrammi nelle ricerche della malvina nei vini. 

Queste considerazioni ci hanno indotti a ritenere opportuno di dar 
conferma ai reperti precedenti approfondendo, conseguentemente, lo 
studio dei metodi per l’estrazione, la purificazione e la separazione della 
malvina e della peonina e cercando Isolamento del pigmento fluore¬ 
scente che le accompagna per dargli una identificazione chimica. 

Questi sono gli scopi delle ricerche di cui in questa nota diamo 
relazione. 


MATERIALI E METODI 


Le ricerche sono state condotte sulle bucce di 15 uve europee di 
varia provenienza ( Cabernet e Merlot da Angoris, Merlot e Refoscone 
da Muscletto, Pinot rosso da Russiz, Merlot da Romans di Varmo, 
Barbera> Froumignan, Lambnisco, Marzemino, Raboso, Refosco, Refo¬ 
sco dal peduncolo rosso, Sangiovese e Teroldego, tutti da Pozzuolo) di 
5 uve euro-americane ( Baco da Roveredo e da Muscletto, Clinton da 
Varmo e da Pozzuolo, Seyve-Villard rosso 12375 da Pozzuolo) di una 
Vitis Labrusca da Muscletto. Complessivamente sono state raccolte 21 
uve nere. 
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I campioni di bucce, separate dalle polpe degli acini per spremitura 
a mano, sono stati essiccati a piccole temperature in corrente d'aria 
calda dopo aver subito un veloce lavaggio in acqua. 

Da una quantità fissa e costante (g 5) di ciascun campione delle 
bucce così separate, ben spappolate ed omogeneizzate in mortaio, sono 
stati separati i pigmenti con tre estrazioni ripetute e successive. 

Sono stati provati i seguenti liquidi estraenti: 

— HC1 in soluzione acquosa all’1%; 

— soluzione idroalcolica al 15% di alcool etilico resa acida a 
pH 3 con HC1 (*) ; 

— alcool metilico contenente l’l% di HC1; 

— alcool butilico normale cloridrico (2%) a freddo; 

— NaHCO ;! in soluzione N a caldo. 

Per la purificazione dei pigmenti estratti sono state messe in prova 
diverse modalità, usando in ognuna di esse una quantità di estratto 
fissa e costante: 

— per precipitazione con acetato neutro di Pb a p'H 5; 

— per precipitazione con acetato basico di Pb a pH 6; 

— per precipitazione con acetato basico di Pb a pH 7; 

— per precipitazione con acetato basico di Pb a pH 8; 

— per doppia precipitazione con acetato neutro di Pb secondo 
il procedimento di Diemair-Sengewald modificato da Biol-Michel; 

— per precipitazione con acetato basico di Pb a pH 8.5-9 e 
riprecipitazione con etere secondo il procedimento di Pifferi e Za- 
morani ; 

— per adsorbimento su carbone attivo secondo Cappelleri (que¬ 
sta modalità è stata seguita soltanto sugli estratti ottenuti con HC1 
in soluzione acquosa all’1% e su quelli ottenuti con la soluzione idro¬ 
alcolica a pH 3) ; 

— per cromatografia, strisciando gli estratti grezzi su carta 
Whatman 3 MM, sviluppando con la fase organica del solvente BAW 
per una durata di 72 ore ed eluendo con alcool metilico contenente 1% 
di HC1 i singoli pigmenti separati; 

— per cromatografia come al punto precedente sviluppando però 
il cromatogramma preparativo con il solvente di Bieber (n-butanolo 
e HC1 2 N, 1:1, fase organica). 

Gli agliconi ottenuti per idrolisi acida a caldo, isolati con alcol 
isoamilico oppure, a seconda dei casi, con acetato di etile, sono stati 
separati e identificati mediante cromatografia discendente monodimen- 


(*) E’ stata provata anche l'estrazione con soluzione idroalcolica acida a pH 3 
per acido tartarico, ma i risultati non sono stati soddisfacenti. 




- 5 — 


sionale su carta (Whatman 1) col solvente Forestal e con la fase 
organica del solvente BAW (su carta lavata con acido acetico). 

Le antocianidine che si scolorano facilmente alla luce sono più 
stabili sui cromatogrammi sviluppati con Forestal. 

La identificazione degli zuccheri residui provenienti dall’idrolisi 
acida delle antocianine è stata eseguita dopo eliminazione deireccesso 
di acido cloridrico, con cromatografia monodimensionale discendente 
su carta e ascendente su strato sottile di gel di silice G impiegando 
come solventi di sviluppo o la miscela butanolo-acido acetico-acqua 
(40:10:50 e 60:30:10) o la miscela acetato di etile-isopropanolo- 
acqua (65:23.5:11.5). Come rivelatore è stato impiegato il ftalato di 
anilina. 

La presenza o meno di acili nei composti antocianici è stata messa 
in evidenza per confronto degli Rf (cromatografia discendente mono¬ 
dimensionale su carta Whatman 1 solvente BAW superiore) dei pigmen¬ 
ti tal quali e degli stessi sottoposti invece a idrolisi alcalina. 

I cromatogrammi sono stati osservati sia alla luce del giorno sia 
alla luce U.V. (X 254 mp) con o senza trattamenti particolari. 

Un quadro riassuntivo delle caratteristiche dei solventi impiegati 
è riportato nella Tabella 1. 


I RISULTATI 


Prima di passare alla descrizione delle ricerche effettuate e alla 
illustrazione delle osservazioni compiute sul comportamento cromato- 
grafico dei tre pigmenti fluorescenti oggetto del nostro studio riassu¬ 
miamo le loro singole caratteristiche da noi accertate. 

La malvina (3-5 malvidin-diglucoside) per idrolisi acida ha for¬ 
nito: l’aglicone malvidina estratto con alcol isoamilico (Rf con BAW 
superiore 0.56; Rf con Forestal 0.60) e lo zucchero glucosio separato 
e identificato cromatograficamente per confronto diretto con prodotti 
puri. 

La peonina (3-5 peonidin-diglucoside) per idrolisi acida ha for¬ 
nito: l’aglicone peonidina estratto con alcol isoamilico (Rf con BAW 
superiore 0.70; Rf con Forestal 0.64) e lo zucchero glucosio identificato 
cromatograficamente. 

Il pigmento X per idrolisi acida ha fornito: un aglicone estratto 
con acetato di etile (l'alcol isoamilico non lo estrae), e lo zucchero 
glucosio identificato come sopra per via cromatografica. L’aglicone 


Caratteristiche dei solventi impiegati 
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esposto a vapori ammoniacali diventa leggermente giallo alla luce 
del giorno e accentua la sua fluorescenza alla luce U.V. ; con FeCl 3 non 
dà alcuna reazione cromatica. 


1) Ricerche di carattere generale su tutti i campioni. 

Sulle bucce allo stato fresco essiccate in stufa ed essiccate all’aria 
di tutti i campioni sia di uve europee che di uve ibride è stata eseguita 
l’estrazione con alcol metilico cloridrico e la precipitazione con acetato 
di piombo basico seguita da purificazione con etere. 

La cromatografia sia degli estratti tal quale che degli estratti 
purificati è stata eseguita col solvente di Bieber (Bu-HCl) e col sol¬ 
vente BAW super, (n-butanolo-acido acetico-acqua). La durata di svi¬ 
luppo è stata prolungata a 72 ore per ottenere una buona separazione 
delle tre zone fluorescenti dovute alla malvina, alla peonina e al 
pigmento X. In questo primo gruppo di prove sono stati scelti i due 
citati solventi perché per essi, essendo fra quelli più frequentemente 
usati, possono essere rintracciati nella letteratura numerosi riferimenti. 
Inoltre il pigmento X si comporta in modo opposto a seconda che 
venga usato l’uno o l’altro dei due solventi: con il solvente di Bieber 
presenta un Rf alto rispetto a quello della malvina e della peonina e 
con il BAW presenta invece un Rf leggermente inferiore a quello delle 
due stesse antocianine. Se la durata di sviluppo viene ridotta a 24 
ore il pigmento X si mescola in parte alla macchia della malvina con¬ 
ferendole una fluorescenza violetta. 

Tutti i campioni di bucce fresche ed essiccate di uve europee sono 
risultate prive dei tre pigmenti fluorescenti M, P e X. 

I sei campioni di ibridi hanno presentato chiaramente ben visibili, 
seppure in quantità diverse, le tre zone fluorescenti nei campioni seccati 
in stufa o seccati all’aria. Il pigmento X è risultato assente nei cam¬ 
pioni di bucce allo stato fresco. 


2) Ricerche particolari sulle uve euro-americane . 

Sui sei campioni di bucce di uve euro-americane si è proceduto 
ad una serie di cromatografìe mono e bidimensionali con i seguenti 
solventi: Bieber, BAW (superiore e inferiore), Britton Robinson, H„0- 
HAc-HCl 12N. 

Il pigmento X è risultato sempre assente nei campioni di bucce 
fresche, mentre è risultato presente e abbondante nei campioni seccati 
all’aria a temperatura ambiente e nei campioni seccati in stufa a 50°. 
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Nei campioni seccati all'aria a temperatura ambiente i pigmenti 
fluorescenti sono risultati presenti in media nelle seguenti quantità 
espresse in % della quantità complessiva di tutti i pigmenti: 



Labrusca 

Baco M. 

Baco R. 

Clinton 

V. 

Clinton 

P. 

Seyve 

Villard 

12375 

Malvina .... 

25 

40 

35 

35 

40 

30 

Peonina .... 

4 

8 

10 

4 

10 

6 

Pigmento X . . 

5 

4 

6 

6 

5 

15 


3) Comportamento di M, P, X nelle prove di purificazione. 

Deibner e Bourzeix dopo una serie di lavori sugli antociani dell'uva 
hanno pubblicato recentemente (1965) una revisione della letteratura 
su questo argomento prendendo in considerazione in modo particolare 
i più usati metodi di precipitazione, purificazione e concentrazione. 

I tre pigmenti da noi presi in considerazione hanno dimostrato un 
proprio particolare comportamento a seconda del trattamento di puri¬ 
ficazione impiegato. 

Nelle prove eseguite sono state rilevate le osservazioni qui di 
seguito descritte: 

— Con la doppia precipitazione secondo Diemair-Sengewald, mo¬ 
dificata da Biol-Michel, nel 1° precipitato (che viene eliminato nel metodo 
originale) precipitano in piccolissima quantità i diglucosidi malvina e 
peonina mentre non precipita affatto, nemmeno in minima traccia, il 
pigmento X, nel 2° precipitato ottenuto per aggiunta di ammoniaca 
precipitata la massima parte dei diplucosidi e tutto il pigmento X. 

— Dopo aver preso in considerazione i risultati ottenuti dalle 
diverse precipitazioni con acetato di piombo a vari pH si può conclu¬ 
dere che una precipitazione quasi totale dei pigmenti si ottiene solo 
secondo la tecnica riportata da Pifferi e Zamorani con acetato di Pb 
basico in ambiente ammoniacale. La purificazione con etere dopo 
la precipitazione con piombo è utile per ottenere un buon stato di 
purezza delle antocianine e quindi un loro migliore comportamento 
cromatografico. 

— La precipitazione con solo etere risulta vantaggiosa solo 
se eseguita con rapidità e con una forte quantità di etere. Noi abbiamo 
adottato un rapporto estratto:etere di 1:10. Dopo un riposo di circa 
quattro ore la separazione del precipitato è stata effettuata per cen¬ 
trifugazione. 
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— Impiegando materiale fresco (bucce, fiori, ecc.) la purifica¬ 
zione dei pigmenti (flavonoidi) riesce bene soltanto per precipitazione 
mediante acetato di Pb. La precipitazione ottenuta con etere è adatta 
solamente per la purificazione delle antocianine partendo da mate¬ 
riale secco. 

— Nella separazione con carbone secondo Cappelleri si verifi¬ 
cano perdite rilevanti di tutti i pigmenti presenti. Sulle quantità ricu¬ 
perate influisce la quantità di carbone usata. 


4) Comportamento di M, P } X con i vari solventi . Determinazione degli 
Rf e osservazione alla luce U.V. 

Nella tabella n. 2 vengono riportati i valori di Rf trovati per 
i glucosidi e per gli agliconi purificati (5 determinazioni) e non puri¬ 
ficati (10 determinazioni). Oltre il valore medio vengono riportati i 
valori minimo e massimo per dare una indicazione delle differenze 
che possono derivare da: 

— Tipo di carta: è stata usata carta W 3 MM per le purifica¬ 
zioni e separazioni, carta W 1 per la determinazione degli Rf. 

— Variazioni di temperatura: i valori della temperatura hanno 
oscillato fra i 18° e i 23°. 

— Tempo trascorso dalla preparazione del solvente: ogni sol¬ 
vente ha un suo periodo di durata utile. 

— Durata dello sviluppo del cromatogramma. 

— Tipo di cromatografia adottato: ascendente e discendente. 

— Stato di purificazione degli estratti. 

— Presenza di zuccheri o di altre sostanze residue da tratta¬ 
menti eseguiti (per esempio tracce di piombo). 

Nella tabella n. 3 vengono indicate le variazioni cromatiche dei 
pigmenti M, P, X alla luce del giorno e alla luce ultravioletta dopo 
esposizione ai fumi di acido cloridrico e ai vapori di ammoniaca. Le 
osservazioni sono state fatte sui pigmenti purificati e separati croma¬ 
tograficamente. Con la miscela dei tre pigmenti difficilmente si otten¬ 
gono tre zone ben separate dato che i loro Rf sono quasi sempre vici¬ 
nissimi e in tale condizione anche le reazioni ai trattamenti non sono 
sempre ben chiare. 

Nei cromatogrammi eseguiti su estratti che hanno subito tratta¬ 
menti con piombo (senza successiva precipitazione con etere) è stata 
notata la saltuaria comparsa di macchie verdastre fluorescenti visibili 
solo alla luce ultravioletta. Tali macchie hanno fornito i seguenti Rf: 
con Bu-HCl 0.26, con BAW super. 0.036, con Britton-Robinson 0.82. 


Valori di Rf dei pigmenti considerati nei cromatogrammi su carta W 1 
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(*) In alcol isoamilico. 
(**) In acetato di etile. 


























Variazioni cromatiche dei pigmenti Tabella 
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5) Influenza della durata della conservazione sui materiali e sui loro 
estratti . 

È stato osservato che durante la conservazione dei campioni di 
bucce si verificano sensibili perdite che sono però più abbondanti per 
i monoglucosidi che non per i diglucosidi. 

Per quanto riguarda la conservazione degli estratti si è osservato 
quanto segue: 

— gli estratti metilico cloridrici grezzi si conservano meglio 
degli estratti metilico cloridrici comunque purificati; 

— gli estratti metilico cloridrici dopo precipitazione con solo 
acetato di Pb si alterano considerevolmente in un tempo relativamente 
breve (*) ; 

— gli estratti metilico cloridrici dopo precipitazione con piombo 
acetato e purificazione con etere hanno una durata di conservazione 
alquanto prolungata; 

— gli estratti metilico-cloridrici purificati soltanto con etere 
hanno una durata di conservazione ancora maggiore; 

— altrettanto buona è la conservazione degli estratti metilico 
cloridrici dopo purificazione con carbone. 

Tanto nelle precipitazioni con piombo che in quelle con etere le 
varie operazioni vanno eseguite il più rapidamente possibile. 

Nella precipitazione con etere un riposo prolungato oltre le quattro 
ore può provocare delle perdite più o meno sensibili a seconda dei casi. 


6) Prove di confronto cromatografico con 'pigmenti estratti da fiori. 

Nel confronto cromatografico dei pigmenti con quelli estratti da 
petali di fiori opportunamente scelti ( Malva silvestris, Paeonia sinensis 
a fiore rosso cupo, Centaurea Cyanus, Verbenai hybrida, Lathyrus odo- 
ratus, Petunia hybrida, Knautia arvensis, Primula sinensis, Rosa rossa 
var. Dean Collims) si è potuto rilevare: 

— l'estratto grezzo di fiori di malva cromatografato con BAW 
super., presenta alla base della macchia fluorescente corrispondente 
alla malvina, una zona con fluorescenza violetta che potrebbe apparire 


(*) L’alterazione di questi estratti diventa molto accentuata dopo una quindi¬ 
cina di giorni. Mentre il pigmento X resiste inalterato anche per un tempo ben 
maggiore (fino oltre i 2 mesi), la malvina e la peonina spariscono e sui cromato- 
grammi compare una macchia che alla luce ultravioletta si comporta come un 
derivato della pelargonidina (fluorescenza giallo brillante dopo esposizione ai vapori 
acidi di HC1 e colorazione rosso vivo dopo esposizione a vapori ammoniacali). Le 
posizioni di tali macchie con i vari solventi si sono rivelate variamente fluttuanti. 



Bu-HCl 


BAW-auper. 


BAW-infer. 




Britton-Robinaon HgO-HAO-HCl 12N 






Cromatogrammi ottenuti con vari solventi su carta W. 1. 
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simile al pigmento X. E' da notare però che tale zona sparisce con 
la purificazione; 

— l’estratto di petali di Centaurea Cyanus fornisce invece anche 
dopo la purificazione una piccola zona fluorescente che si comporta 
(con tutti i vari solventi provati) come il pigmento X. 


CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE 


I risultati raggiunti nelle indagini fin qui eseguite ci portano a 
concludere che per lo studio dei pigmenti flavonoidi delle uve e dei 
vini è assolutamente indispensabile una oculata e ponderata scelta, 
a seconda degli scopi delle ricerche, delle modalità di esecuzione delle 
operazioni di: 

— preparazione dei campioni per l’estrazione dei pigmenti. 

— conservazione (modalità, durata, ecc.) dei campioni preparati, 

— estrazione dei pigmenti dai campioni preparati, 

— purificazione dei pigmenti estratti, 

— conservazione degli estratti grezzi o purificati, 

— concentrazione, eventuale, dei pigmenti, 

— separazione e identificazione dei pigmenti purificati. 

Nelle bucce d’uva anche dopo il loro lavaggio, possono intervenire 

varie azioni enzimatiche che possono provocare modificazioni più o 
meno accentuate nella composizione dei pigmenti presenti. Un esempio 
di queste possibilità è fornito dal pigmento X messo in evidenza dalle 
nostre recenti indagini. 

Questo pigmento è stato trovato costantemente assente nelle bucce 
fresche appena separate dagli acini di uve euro-americane mentre è 
risultato sempre presente nelle bucce secche, comunque preparate, e 
nei vini delle stesse uve. La sua formazione è veloce tanto che già a 
sole 24 ore dall’essiccamento se ne trovano quantità relativamente no¬ 
tevoli. Degli ibridi esaminati il Seyve-Villard rosso 12375 è apparso il 
più ricco di pigmento X. 

Non abbiamo mai riscontrato il pigmento X nelle bucce, fresche 
o secche, o nei vini di uve europee. 

Una macchia con fluorescenza azzurra, probabilmente corrispon¬ 
dente al pigmento X, è stata segnalata da Bergeret e Cuchet (3) nelle 
cromatografie di vino di Seyve-Villard rosso. Questi due ricercatori, 
a conclusione di una serie di indagini cromatiche da essi effettuate 
per le ricerche di un metodo atto a svelare la presenza di uve ibride 
negli sciroppi di ribes nero, così si esprimono : « La presenza di uve 
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ibride nel ” cassis” può essere stabilita cromatograficamente dalla 
comparsa di una macchia fluorescente rosso-mattone accompagnata da 
una vicina macchia vivamente fluorescente azzurra. Queste due macchie 
non si riscontrano nelle cromatografie del ” cassis ” puro ». 

Durante la conservazione degli estratti, siano essi grezzi che 
variamente purificati, il pigmento X si è rivelato molto stabile mentre 
invece malvina e peonina si denaturano con facilità specialmente dopo 
una purificazione a base di piombo. 

L’argomento del pigmento X, anche per l’indubbio interesse che 
il pigmento stesso può suscitare in campo enologico, sarà da noi 
trattato a fondo per definire la precisa natura chimica del pigmento 
e per precisare le condizioni e i fattori della sua formazione in relazione 
specialmente ai pigmenti antocianici propri delle uve euro-americane. 

Su questi indirizzi sono già avviate le nostre ricerche. 
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Riassunto 


Le ricerche di cui diamo relazione in questa nota hanno per scopo lo studio 
dei metodi per l'estrazione, la purificazione e la separazione delle antocianine fluore¬ 
scenti nelle uve euro-americane. 

Nelle bucce essiccate di uve euro-americane e nei vini delle stesse uve è stata 
notata la costante presenza di un pigmento di natura ignota, fluorescente alla luce 
U.V., accompagnante la malvina e la peonina. 

Tale pigmento è stato trovato costantemente assente nelle bucce fresche 
appena separate dagli acini di uve euro-americane. 

Il pigmento X non è mai stato riscontrato nelle bucce, fresche o secche, o nei 
vini di uve europee. 









